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© V rfahren zur Herstellung von dendritischen Zellen, so erhaltene ZeNen und Behalter zur Durchfuhrung 
di ses Verfahrens 



Dendritische Zellen sind als Antigen-prasentierende Zellen 
in therapeutischer Hinsicht interessant. Offenbart wird ein 
Verfahren, bei dem zunachst periphere Blutzellen isoliert 
und daraus die Blutvoriauferzellen, die das CD 34-Antigen 
exprimieren, angereichert warden. Diese Zellen werden mit 
einer Kombination von hamatopoetischen Wachstumsfakto- 
ren und Cytokinen ex vivo expandiert. Uber einen Zeitraum 
von 10-20 Tagen entstehen daraus vor allem dendritische 
Zellen, die gegebenenfalis noch weiter gereinigt werden 
konnen. Diese Zellen sind funktionell aktiv hinsichtlich der 
Fahigkeit zur Antigenprasentation. 
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Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist die Be- 
reitstellung von dendritischen Zell n, die nicht nur in der 
Grundlagenforschung Anwendung flnden konnen, son- 
dern auch in therapeutischer Hinsicht vorteilhafterwei- 
se verwendet werden konn n. 

Dendritischen Zellen stellen die potentesten Antigen- 
prasentierenden Zellen des Organismus dar. Sie leiten 
sich von Knochenmarksvorlauferzellen ab, zirkulieren 
in geringer Anzahl im peripheren Blut und zeigen sich 
als terminal differenzierte Zellen, sogenannte Langer- 
hans-Zellen in der Epidermis der Haut, der Gastrointe- 
stinal-Mukosa, viszeralen Pleura oder Epitelien des 
Urogenitaltraktes. 

Nach Antigenexposition wandern diese Zellen aus 
der Haut in den Parakortex drainierender Lymphkno- 
ten, wo sie eine spezifische T-Zellantwort ausldsen. Die 
Funktion als Antigenprasentierende Zellen laBt sich in 
vitro nachweisen in der autologen und allogenen "ge- 
mischten Lymphozytenreaktion" sowie in Testsystemen, 
in denen losliche Antigene zugesetzt werden. 

Die dendritischen Zellen lassen sich von Monozyten/ 
Makrophagen abgrenzen, die ebenfalls Antigen-prasen- 
tierende Zellen darsteilen, jedoch andere Oberflachen- 
marker exprimieren. Ein Unterscheidungsmarker ist 
insbesondere das CD 14-Antigen, welches bei dendriti- 
schen Zellen nicht gefunden wird, wohingegen Monozy- 
ten bzw. Makrophagen dieses Antigen aufweisen. Im 
Unterschied zu den Monozyten/Makrophagen, die 
stark phagozytierende Zellen sind, weisen diese Eigen- 
schaft die dendritischen Zellen nicht auf. Bei den zirku- 
lierenden dendritischen Zellen lassen sich die Oberfla- 
chenantigene wie folgt definieren: CD la + , CD lc + , CD 
13 + , CD 33 + , CD 14", CD 16", CD 3", CD 19-, MHC 
11 + 

Nach Kultivierung der Zellen in vitro bzw. nach phy- 
siologischer Stimulierung durch Antigen nimmt die Ex- 
pression der MHC— II-Molekfile zu, ebenso findet sich 
eine Expression CD 25, B 7, CD 40 und ICAM 1. 

Verwendung finden konnen die dendritischen Zellen 
beispielsweise bei der Verstarkung einer antiinfektiosen 
Therapie. Die Antigen-prasentierenden dendritischen 
Zellen sind von besonderer Bedeutung bei viralen und 
bakteriellen Infektionen und eine Zugabe dieser Zellen 
bei den entsprechenden Infektionen kann insbesondere 
bei schweren Fallen vorteilhafte Auswirkungen auf den 
Patienten haben. Ein anderes Einsatzgebiet ware die 
Impfung, weil hierdurch die Immunantwort des Korpers 
verstarkt wird. 

Gerade bei Patienten, die sich einer Chemotherapie 
aufgrund einer Tumorerkrankung unterziehen miissen, 
ist die Bekampfung von verschiedenen bakteriellen bzw. 
viralen Infektionen ein Problem, weil durch die Chemo- 
therapie die Immunantwort des Patienten drastisch re- 
duziert wird. Es ist daher erforderlich, daB gerade in 
di sen Fallen die Immunantwort verbessert wird. Dar- 
uberhinaus konnen dendritische Zellen insbesondere 
bei der Therapie der minimal residuellen Erkrankungen 
verwendet werden. Hierbei werden tumorspezifische 
Antigene von den dendritischen Zellen prasentiert, die 
dann eine T-Zell-spezifische (cytotoxische) Reaktion 
hervorrufen. 

Bei dem erfindungsgemaBen Verfahren zur ex vivo 
Expansion von dendritischen Zellen kann folgenderma- 
Ben vorgegangen werden: Von den Patienten werden 
heparinisierte Blutproben erhalten. Mononukleare Zel- 
len (MNZ) von dem Aphereseprodukt werden durch 



geeignete Trenntechniken, vorzugsweise durch eine 
Dichtegradientenzentrifugation flber Ficoll (Pharmacia, 
Deutschland) isoliert. 

Die mononuklearen Zellen werden weiter behandelt, 
5 um diejenigen Zellen anzureichern, die das CD 34-Ober- 
flachenantigen besitzen. In der Veroffentlichung "En- 
graftment Aft r Infusion of CD 34 + Marrow Cells in 
Patients With Breast Cancer or Neuroblastoma" (Blood, 
VoL 77, Nr. 8 (1991) S. 1717—1722) haben Berenson et ai. 

io das CD 34-Antigen beschrieben. Die Anreicherung die- 
ser Zellen kann dadurch erfolgen, daB die Zellen mit 
einem monoklonalen Antikorper inkubiert werden, der 
spezifisch ist fur das CD 34-Antigen, wobei der Antikdr- 
per vorzugsweise biotinyliert ist Derartige monoklona- 

15 le Antikorper konnen kauflich erworben werden, bei- 
spielsweise von Dianova, Coulter, CellPro oder Becton 
Dickinson. Die mit dem monoklonalen Antikorper be- 
handelten Zellen werden auf Immunoaffinitatssaulen, 
vorzugsweise Avidin-Immunoaffinitatssaulen, geladen, 

20 wobei das Avidin die monoklonalen Antikorper bindet 
und folglich auch die hieran gebundenen, CD 34 + -Zel- 
len. Die absorbierten Zellen mit dem CD 34-Oberfla- 
chenantigen werden von der Immunoaffinitatssaule ent- 
fernt und in ein geeignetes Medium gebracht 

25 Ebenso konnten die fur das CD 34-Antigen spezifi- 
schen monoklonalen Antikdrper auch direkt an eine 
Festphase (z. B. kleine Perlen etc.) gebunden werden, 
um die CD 34 + -Zellen zu fixieren und aus der Mischung 
zu entfernen. 

30 Weiterhin ist es moglich, die CD 34 + -Zellen unter 
Verwendung eines fluoreszenzaktivierten Zelisortierers 
anzureichern, der kauflich erhaltlich ist, beispielsweise 
von Becton Dickinson. Bei diesem Verfahren werden 
mobilisierte periphere Blutvorlauferzellen mit einem 

35 Anti-CD 34- Antikorper, der eine Fluorochromrnarkie- 
rung hat, umgesetzt Mit der Hilfe des fluoreszenzakti- 
vierten Zelisortierers ist es moglich, die Zellen zu tren- 
nen, um die CD 34 + -Zellen zu erhalten. Auf diese Weise 
konnen hoch gereinigte Zellen erhalten werden. Eine 

40 andere Mdglichkeit ware es, die CD 34 + -Zellen dadurch 
abzutrennen, daB magnetische Perlen (beads) verwen- 
det werden, die von Dynal, Baxter, Milteny und anderen 
Firmen kauflich erhaltlich sind 

Die angereicherten CD 34 + -Zellen wurden anschlie- 

45 Bend in einem geeignetem Kulturmedium kultiviert Ein 
derartiges Medium ist beispielsweise erganztes RPMI 
1640-Medium, das 10% fotales Kalberserum enthalt 
Das Kulturmedium kann auch heparinisiertes autologes 
Plasma, vorzugsweise in einer Konzentration von etwa 

so 1% enthalten. 

Bei der Expansion der Zellen wurden die Zellen in 
Gegenwart einer Kombination von verschiedenen 
Wachstumsfaktoren angezogen. Hierbei wurden die fol- 
genden Wachstumsfaktoren verwendet: 

55 "Interleukin-1 (IL-1), beschrieben von Gery I. et al., 
Method EnzymoL 1 16, 456—467 (1985); Lachmann et al., 
Methods EnzymoL 116, 467—497 (1985); March et aU 
Nature 315, 641 (1985); 

Interleukin-3 (IL-3), beschrieben in EPA 138 133, Ihle et 
eo al„ Methods EnzymoL 116, 540—552 (1985); Otsuka et 
aU J. ImmunoL 140, 2288-2295 (1988); 
Interleukin-6 (IL-6), beschrieben in Brakenhoff et aL, J. 
ImmunoL 139, 4116—4121 (1987), Brakenhoff et aL, J. 
ImmunoL 143, 1175 — 1182(1989); 
65 Erythropoietin (EPO), beschrieben von Jacobs et aU Na- 
ture 313, 806— 810 (1985), Sasaki et aL, Methods Enzy- 
moL 147,328—340(1987); 

Stammzellfaktor (SCF), beschrieben in WO 91/05 797, 
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Nocka et aL EMBO J. 9, 3287—3294 (1990) und 
Interferon-y (IFN-yX beschrieben in EP 77 670, Gray et 
aL, Nature 295, 503—508 (1982); Devos et aL, Nucl. Acids 
Res. 10, 2487-2501 (1982); Yip et aL, PNAS 79, 
1820—1824 (1982) und Braude, Methods EnzymoL 119, 
193-199(1986)." 

Es wurde herausgefunden, daB durch eine Kombination 
der folgenden Wachstumsfaktoren: IL-1, IL-3, IL-6, EPO 
und SCF eine Expansion der CD 34 + -Vorlauferzellen 
erfolgt. Wenn diese ftlnf Wachstumsfaktoren eingesetzt 
wurden, konnten etwa 1 bis 5% dendritische Zellen, die 
das Oberflachenantigen CD la exprimieren, erhalten 



werden. Derarrige Zellen kbnnen auch elektronenmi- 
kroskopisch durch den Nachweis der sogenannten Bier- 
beck-Granula identifiziert werden. Durch die Zugabe is 
von TNF-a und GM— CSF konnte die Ausbeute an den- 
dritischen Zellen deutlich erhoht werden. 

Die Zellen werden in Gegenwart der Wachstumsfak- 
toren IL-1, IL-3, IL-6, EPO und SCF kultiviert 

In einer bevorzugten AusfQhrungsform erfolgt die 20 
Expansion der Zellen in Gegenwart einer Kombination 
von SCF, GM - CSF und TNF-a. 

Gegebenenfalls kann noch zusatzlich IL-4 (Interleu- 
kin-4) zugesetzt werden (10 — 1000 ng/ml). 

Sofern eine einheitliche Population von dendritischen 25 
Zellen fur den gewiinschten Einsatzzweck erforderlich 
ist, kdnnen die dendritischen Zellen durch entsprechen- 
de Trennverfahren angereichert bzw. gereinigt werden. 
Ein Trennverfahren kdnnte beispielsweise darin beste- 
hen, daB die Zellen mit monoklonalen Antikdrpern um- 30 
gesetzt werden, die gegen das CD la-Oberflachenanti- 
gen gerichtet sind. Diese Zell-Antikorper-Komplexe 
konnen dann auch fiber Immunoaffinitatssaulen oder 
FACS (Fluoreszenz aktivierte Zellsorter) aufgetrennt 
werden. 35 

Die verwendete Konzentration der Wachstumsfakto- 
ren bzw. Cytokine liegt innerhalb der gewdhnlich ver- 
wendeten Konzentration, die die hochste Effizienz in ex 
vivo Kulturen aufweisL IL-1 kann in einer Konzentra- 
tion im Bereich von 10 ng/ml bis 1000 ng/ml verwendet 40 
werden, IL-3 wird in einer Konzentration von 1 E/ml bis 
zu 1000 E/mi verwendet, IL-6 wird von 10 E/ml bis zu 
1000 E/ml verwendet EPO kann in einer Konzentration 
im Bereich von 0,1 E/ml bis 10 E/ml vorhanden sein. SCF 
wird zwischen 10 ng/ml bis zu 1000 ng/ml verwendet 45 
und IFN-y kann im Bereich von 1 E/ml bis 1000 E/ml 
verwendet werden. Fur GM— CSF liegen die verwende- 
ten Konzentrationen zwischen 10 ng/ml und 1000 ng/ml 
und fur TNF-a zwischen 10 E/mi und 1000 E/mL 

Die bevorzugten Bereiche fur IL-1 liegen zwischen 50 
50 ng/ml und 1 50 ng/ml, fur IL-3 zwischen 50 E/ml und 
150 E/ml, far IL-6 zwischen 50 E/ml und 150 E/ml, fur 
EPO von 0,5 E/ml bis 1,5 E/ml, fur SCF von 50 ng/ml bis 
150 ng/ml, fur GM— CSF von 50 ng/ml bis 200 ng/ml, 
fur TNF-a von 20 E/ml bis 150 E/ml und fur IFN-y von 55 
50 E/ml bis 150 E/mL Es liegt im Bereich der Fahigkeiten 
des Durchschnittsfachmannes, die beste WirkungsfaJiig- 
keit der Wachstumsfaktoren bzw. Cytokine zu bestim- 
men. Fur die oben angegebenen Einheiten gibt es inter- 
national anerkannte Normen. 60„ 



erhalten werden durch Behandlung der Patienten mit 
einer Standarddosierung VP 16 (500 mg/m 2 ) Ifosfamid 
(4 g/m 2 ) Cisplatin (50 mg/m 2 ) und gegebenenfalls Epiru- 
bicin (50 mg/m 2 ) (VIP (E) Therapie), gefolgt von der 

5 Verabreichung von G— CSF (erhaitlich von Amgen) in 
einer Dosierung von 5 u-g/kg/d subkutan fQr 12 bis 14 
Tage. Ebenso ist es mSglich, GM— CSF zu verabrei- 
chen, was zum Beispiel unter dem Warenzeichen "Leu- 
komax" von Sandoz AG, Basel kommerziell erhaitlich 

10 ist Die Krebspatienten konnen auch mit einer Chemo- 
therapie behandelt werden bestehend aus Etoposid (VP 
16), Ifosfamid und Cisplatin gefolgt von der kombinier- 



ten sequentiellen Verabreichung von rekombinantem 
Human-interleukin-3 (rhIL-3) und rekombinantem hu- 
manem Granulozyten-Makrophagen koloniestimulie- 
rendem Faktor (rhGM — CSF). 

Es ist besonders bevorzugt, die peripheren Blutvor- 
lauferzellen vom Patienten zwischen Tag 10 und Tag 18 
nach der Chemotherapie zu erhalten. 

Die vorliegende-Erfindung umfaBt auch ein Kultur- 
medium fur dendritische Zellen umfassend eine Kombi- 
nation von IL-1, IL-3, IL-6, EPO und SCF und gegebe- 
nenfalls Interferon-y sowie TNF-a. Ein anderes erfin- 
dungsgemaBes Kulturmedium umfaBt eine Kombina- 
tion von SCF, GM— CSF und TNF-a. 

Die biologisch aktiven Verbindungen werden in den 
oben angegebenen Konzentrationen verwendet. Es ist 
moglich, geeignete Aufnahmegefafie bereitzustellen, die 
mit einem Kulturmedium zur Ztichtung von peripheren 
Blutvorlauferzellen ausgestattet sind umfassend die 
oben beschriebene Kombination von Wachstumsfakto- 
ren. Solche Aufnahmegefafie kdnnen Blutbeutel, Mikro- 
titerplatten oder Gewebekulturflaschen sein. Solche ge- 
brauchsfertigen Aufnahmegefafie sind auch Gegen- 
stand der vorliegenden Erf indung. 

Beispiel 1 

Mobilisierung von peripheren Blutvorlauferzellen 
(PBPC) 

18 Patienten wurden als Teil ihrer Induktionschemo- 
therapie mit einer herkommlichen Dosis VP 16 (500 mg/ 
m 2 ), Ifosfamid (4 g/m 2 ) und Cisplatin (50 mg/m 2 ) (VIP) 
behandelt, mit anschlieBender Verabreichung von re- 
kombinantem humanem G— CSF (Amgen, Deutsch- 
Iand) in einer Dosis von 5 u.g/kg/d subkutan fiir 10 bis 14 
Tage zur Mobilisierung von PBPCs. 12 Patienten mit 
soliden Tumoren und 6 Patienten mit refraktarem non- 
Hodgkin Lymphomen waren eingeschlossen. PBPCs 
wurden 10 bis 12 Tage nach VIP Chemotherapie gesam- 
melt Die peripheren Blutvorlauferzellen wurden durch 
Leukapheresen entnommen unter Verwendung einer 
sogenannten "Kleinvolumenkammer" (erhaitlich von 
Baxter) an Tag 10—12 nach der VIP Chemotherapie 
gemaB dem Verfahren, das von Brugger et aL in J. Clin. 
Oncol. 20, S. 1452—1459 (1992) und Brugger et aL Bri- 
tish J. of Haematology 84, S. 402—407 (1993) beschrie- 
ben wurde. 



GemaB einer bevorzugten Ausfuhrungsform der vor- 
liegenden Erfmdung werden die peripheren Blutvorlau- 
ferzellen von krebskranken Patienten erhalten, die 
durch herk6mmliche Chemotherapie und koloniestimu- 
lierende Faktoren mobilisiert wurden, um eine Behand- 65 
lungstherapie mit breiter Antitumoraktivitat mit der 
gleichzeitigen Mobilisierung von peripheren Blutvor- 
lauferzellen zu kombinieren. Eine Mobilisierung kann 



Beispiel 2 

Kultur von gezuchteten PBPCs 

Aus dem Aphereseprodukt wurden mononukleare 
Zellen (MNC) durch Dichtegradientenzentrifugation 
uber Ficoll/Hypaque (1077 g/ml) (erhaldich von Phar- 
macia) isoliert und zweimal in phosphatgepufferter 
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Saizlosung (PBS) gewaschen. 

Periphere Blut- oder Knochenmarks-MNC-Zelien 
wurden kultiviert wie im Stand der Technik beschrieben 
(z. B. Kanz et aL, Blood, 68, 991 (1986)). MNC (1 x 10 s ) 
wurden in Methylcellulose (03%) immobilisiert und in 5 
IMDM supplementiert mit 30% fotalem Kalberserum 
(Paesel, Deutschland) kultiviert. 

Beispiel 3 

10 

Positive Auswahi von CD 34 + -Zellen von gezuchteten 
PBPCs durch Immunoafflnitatsadsorptionssaulen 

Mononukleare ZeUen (MNCs) wurden mit einem bio- 
tinylierten IgM Anti-CD 34 monoklonalem Antikorper 15 
inkubiert, gewaschen und auf eine Avidin-Immunoaffi- 
nitatssaule aufgetragen. Adsorbierte CD 34£2-Zellen 
(Zielzellenpopulation) wurden von der Avidinsaule ent- 
fernt und in RPMI 1640 Medium (Seromed, Deutsch- 
land) resuspendiert, das mit 3 mmol/L Glutamin und 20 
5xl0" 5 mol/L p-Mercaptoethanol (Sigma, Deutsch- 
land) erganzt wurde. 

Beispiel 4 

25 

Expansion von angereicherten CD 34 + -Zellen in 
Suspensionskultur 

Angereicherte CD 34 + -Zellen wurden in 96-Loch- 
Mikrotiterplatten mit flachem Boden kultiviert bei 0,5 30 
bis 15 x 10 3 Zellen/mL in RPMI 1640 Medium supple- 
mentiert mit 10% fdtalem Kalberserum bzw. verschie- 
denen Konzentrationen von autologem Plasma. Die 
oben beschriebene Kombination von Wachstumsfakto- 
ren wurde unmittelbar nach Aussaat der CD 34 + -Zellen 35 
in die Mikrotiterplatten (Gesamtvolumen 200 pIVBe- 
halter) hinzugefugt. Vierfache Kulturen von jeder ein- 
z In n der getesteten 36 Wachstumsfaktor-Kombina- 
tionen wurden hergestellt. Die folgenden hamatopoeti- 
schen Wachstumsfaktoren und Cytokine wurden ver- 40 
wendet: IL-1, IL-3, IL-6, GM-CSF, EPO, TNF-a, IFN- 
y, SCF. Wachstumsfaktoren wie IL-1, GM— CSF, IFN-y 
und SCF in einer Konzentration von 100 ng/ml bzw. in 
einer Konzentration von 100 E/ml (IL-3 und IL-6). Ery- 
thropoietin wurde in einer Konzentration von 1 E/ml 45 
und TNF-a in einer Konzentration von 50 E/ml verwen- 
det Die Zellen wurden bis zu 28 Tage bei 37° C in 5% 
CO2 inkubiert ohne zusatzliche Zugabe von Wachs- 
tumsfaktoren oder Medium. Zur Analyse wurde jeder 
Behalter resuspendiert und in RPMI 1640 gewaschen 50 
zur Entfernung von restlichen Wachstumsfaktoren. Die 
Lebensfahigkeit der Zellen wurde durch Trypanblau- 
farbstoff-AusschluB sowie durch durchfluBcytometri- 
sche Farbung mit Propidiumiodid bewertet. 

55 

Beispiel 5 

Herstellung dendritischer Zellen durch eine ex vivo 
Expansion peripherer CD 34 + -Blutprogenitorzellen 

60 

CD 34 + -Blutvorlauferzellen werden wie in Beispiel 4 
angegeben in einer Zelldichte von 03 bis 3x lOVml in 
RPMI 1640 Medium in 25 ml Zellkulturflaschen fiber 
einen Zeitraum von max. 21 Tagen kultiviert Dem Kul- 
turmedium werden folgende Wachstumsfaktoren und 65 
Cytokine zugefuhrt: IL-ip, IL-3, IL-6, SCF und Erythro- 
poietin in den unter Beispiel 4 genannten Konzentratio- 
nen. In einem zweiten Kulturansatz werden, um die 
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Ausbeute an dendritischen Zellen zu erhohen, dem Me- 
dium TNF-a, GM— CSF sowie SCF zugesetzt 

Wochendich werden Proben aus den Kulturen ent- 
nommen und darin der Immunphanotyp durchfluBcyto- 
metrisch mit einem FACScan- Analyzer (Becton Dickin- 
son) analysiert Die Daten werden mit dem FACScan 
Lysis 2 Software- Progr am m ausgewertet. Fur die Zwei- 
farben-Markierung werden die Zellen in PBS mit 2% 
FCS gewaschen und mit einem PE-konjugierten Anti- 
korper gegen CD 33 zusammen mit je einem der folgen- 
den FITC-konjugierten Antikorper fur 30 Minuten bei 
4°C inkubiert: Anti-HLA — DR, anti-CD 4, anti-CD la 
und anti-CD 25 (alle von Becton 

Dickinson). Daruberhinaus werden Einfachmarkierun- 
gen mit Antikorpern gegen CD lb, CD lc und CD 40 
(Dyanova, Hamburg) durchgefuhrt. Diese Antikorper- 
markierung erfolgt nach der indirekten Methode. Um 
den prozentualen Anteil der Zellen aus der granulozyta- 
ren bzw. monozytaren Reifungskaskade zu ermitteln, 
werden die Zellen zusatziich mit Antikdrpern gegen CD 
15 (Granulozyten) und CD 14 (Monozyten) markiert. 
Als Negativkontrollen werden Isotypkontrollen 
(IgGl-FITC und IgG2a PE-konjugiert) von der Maus 
durchgefuhrt. Nach AbschluB der Inkubation werden 
die Zellen 2 x gewaschen und in 250 u.1 PBS ohne FCS- 
Zusatz zur durchfluBcytometrischen Analyse resuspen- 
diert. Zum AusschluB toter Zellen wird aus jeder Probe 
unmittelbar vor der Messung Propidium-Jodid (PI) zu- 
gegeben, die Pl-markierten toten Zellen werden 
schlieBlich vor der Analyse entsprechend ausgegrenzt. 
Aus jeder Probe werden 20 000 Zellen analysiert 
Ergebnisse: 

Nach 12 Tagen betragt der Anteil CD la + Zellen in der 
Kultur mit TNF, GM— CSF und SCF etwa 20%, diese 
Zellen exprimieren zusatziich HLA— DR-Molekule, die 
ebenfalls ein Marker fur dendritische Zellen darstellen. 
Da jedoch nur reife dendritische Zellen CD la exprimie- 
ren, kann deren tatsachliche Anzahl noch deutlich hoher 
Iiegen. Weiterhin werden CD lc bei ca. 17% und CD 40 
bei ca. 45% der Zellen exprimiert Auch diese Molekule 
sind Marker von dendritischen Zellen. 

Das Medium, welches mit IL-1, IL-3, IL-6, SCF und 
Erythropoietin komplementiert war, ergab zwar eine 
grdBere Anzahl klonogener Vorlauferzellen, jedoch war 
der Anteil an dendritischen Zellen signifikant geringer. 
CD la + Zellen wurden in ca. 4% aller ex vivo-expan- 
dierten Zellen gefunden, CD lc-exprimierende Zellen 
betrugen 3%, CD 40-exprimierende Zellen ca. 2%. 

Patentanspriiche 

1. Verfahren zur Bereitstellung von dendritischen 
Zellen, worin 

a) periphere Blutzellen vom Blut isoliert wer- 
den, 

b) periphere Blutvorlauferzellen, die das CD 
34-Antigen exprimieren, angereichert werden, 
und 

c) diese Zellen mit einer Kombination von ha- 
matopoetischen Wachstumsfaktoren und Cy- 
tokinen kultiviert werden und gegebenenfalls 
anschlieBend 

d) die dendritischen Zellen angereichert wer- 
den. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, worin die peripheren 
Blutvorlauferzellen aus heparinisi rten Blutproben 
durch Dichtegradientenzentrifugation isoliert wer- 
den. 
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3. Verfahren nach Anspruch 2, worin die p ripheren 
BlutvorlauferzeUen durch Dichtegradientenzentri- 
fugation Uber Ficoll/Hypaque isoliert werden. 

4. Verfahren nach Anspruch 1, worin die peripheren 
BlutvorlauferzeUen mit einem gegen das Oberfla- 
chenantigen CD 34 gerichteten monoklonalen An- 
tikdrper um^esetzt^werclen. 

5. Verfahren nach Anspruch 4, worin die peripheren 
BlutvorlauferzeUen, die mit dem gegen das CD 
34-Oberflachenantigen gerichteten monoklonalen 
Antikdrper umgesetzt wurden von den nicht umge- 
setzten Zeilen durch Behandiun g mit einer Immun- 



umfaBt 

15. Behaltnis fur die Expansion von dendritischen 
Zellen, dadurch gekennzeichnet, daB es eine Zu- 
sammensetzung gemaB einem der Anspriiche 11 
bis 14 enthalt 

16. Gefafl nach Anspruch 15, dadurch gekennzeich- 
net, daB es eine Zellkulturflasche ist 



to 



oaffinit&tssaule, insbesondere einer Avidin-Immun- 
oaffinitatssaule abgetrennt werden. 

6. Verfahren nach Anspruch 1, worin die peripheren 15 
BlutvorlauferzeUen durch Kultivieren in einem 
Zeilwachstumsmedium expandiert werden, das In- 
ter leukin-1 (IL-1), Interleukin-3 (IL-3), Interleukin-6 
(IL-6), Erythropoietin (EPO) und Stammzellen- 
wachss tumsfaktor enthalt ™ 20 

7. Verfahren nach Anspruch 1, worin die peripheren 
BlutvorlauferzeUen in einem Zeilwachstumsmedi- 
um expandiert werden, das Stammzellenwachs- 
tumsfaktor (SCF), Granulozyten-Makrophagen- 
Kolonie stimulierenden Faktor (GM— CSF) und 25 
Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) sowie gegebenen- 
falls Interleukin-4(IL-4) enthalt. 

8. Verfahren nach Anspruch 1, worin das Blut von 
Krebspatienten erhalten wird, die mit einer Che- 
motherapie in ttblicher Dosis behandelt wurden, 30 
wobei die Chemotherapie die Anwendung von Eto- 
posid (VP 16), Ifosfamid und Cisplatin umfaBt 

9. Verfahren nach Anspruch 8, worin das Blut von 
Krebspatienten erhalten wurde, die mit einer Che- 
motherapie behandelt wurden, gefolgt von der 35 
kombinierten, aufeinanderfolgenden Anwendung 
von rekombinantem Humaninterleukin-3 (rhIL-3), 
rekombinantern humanem Granulozyten-Makro- 
phagen koloniestimulierendem Faktor (rhGM— 
CSF) oder rekombinantem humanem Granulozy- 40 
ten-koloniestimulierendem Faktor (rhG— CSF). 

10. Dendritische Zellen, erhaltlich durch ein Verfah- 
ren nach einem der Anspriiche 1 bis 9. 

11. Zusammensetzung von hamatopoetischen 
Wachstumsfaktoren umfassend Interleukin-1 (IL- 45 
1), Interleukin-3 (IL-3), Interleukin-6 (IL-6), Ery- 
thropoietin (EPO) und Stammzelienwachstumsfak- 
tor(SCF). 

12. Zusammensetzung von hamatopoetischen 
Wachstumsfaktor umfassend Stammzellenwachs- 50 
tumsfaktor (SCF), Granulozylen-Makrophagen- 
Kolonie stimulierenden Faktor (GM— CSF) und 
Tumornekrosefaktor-a (TNF-a). 

13. Zusammensetzung nach Anspruch 11 oder 12, 
worin Interleukin-1 in einer Konzentration zwi- 55 
schen 10 ng/mi und 1000 ng/ml, Interleukin-3 in ei- 
ner Konzentration von 1 E/ml bis 1000 E/ml, Inter- 
leukin-6 in einer Konzentration von 10 E/ml bis 
1000 E/ml, Erythropoietin in einer Konzentration 

-zwischen 04-E/ml-und lO E/ml, StammzelIenwachs=L_6o_ 
tumsfaktor (SCF) in einer- Konzentration von 
10 ng/ml bis zu 1000 ng/ml, GM— CSF in einer 
Konzentration von 10 ng/ml bis 1000 ng/ml und 
Tumornekrosefaktor-a in einer Konzentration von 
1 E/ml bis 1000 E/ml vorhanden ist 65 

14. Zusammensetzung nach Anspruch 13, dadurch 
gekennzeichnet, daB sie auch Interferon-y (IFN-y) 
in einer Konzentration von 1 E/ml bis 1000 E/ml 
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